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ENDOLISINAS FÁGICAS:
¿NUEVOS BIOCONSERVANTES
PARA ALIMENTOS?
La mejora de la calidad de la alimentación está íntimamente relacionada con una mejora en la
seguridad alimentaria y con la inocuidad de los alimentos entendida desde una perspectiva glo-
bal. Los microorganismos, y en concreto las bacterias, son la principal causa de enfermeda-
des causadas por el consumo de alimentos. Por ello, los métodos de control de la contami-
nación deben de ser eficaces a la vez que adecuados al tipo de productos que demanda el con-
sumidor actual. Entre los distintos métodos, las estrategias basadas en la bioconservación
poseen buenas perspectivas para ser aplicadas en un futuro más o menos próximo. En algunos
casos la bioconservación se basa en la utilización de proteínas naturales con capacidad an-
timicrobiana como las endolisinas. Su inocuidad y eficacia hace de ellas buenas candidatas pa-
ra ser utilizadas como bioconservantes en alimentos que impidan el desarrollo tanto de mi-
croorganismos alterantes como patógenos.
AUTORES: PILAR GARCÍA, BEATRIZ MARTÍNEZ, LORENA RODRÍGUEZ
Y ANA RODRÍGUEZ. CENTRO: INSTITUTO DE PRODUCTOS LÁCTEOS DE ASTURIAS
(IPLA-CSIC). APDO. 85. 33300- VILLAVICIOSA, ASTURIAS.
E-MAIL: PGARCIA@IPLA.CSIC.ES – TELÉFONO: +34 985 89 21 31
FAX: +34 985 89 22 33
9
10
Agrocsic
a industria alimentaria tiene como objetivo prioritario
garantizar la seguridad de los productos alimenticios
que comercializa, y ello pasa por la aplicación de sis-
temas de control que aseguren la ausencia de micro-
organismos patógenos en el ambiente alimentario. Así, se esti-
ma que el sector invierte más de 5 billones de euros en estas
operaciones. Sin embargo, diversas bacterias patógenas conta-
minantes (Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium bo-
tulinum, Escherichia coli enteropatógeno, Salmonella y Staphylo-
coccus aureus), siguen apareciendo ocasionalmente en distintos
alimentos. En el último informe emitido por el Servicio de Vigi-
lancia Epidemiológica del Instituto de Salud Carlos III, se reco-
gen un total de 9.641 brotes de enfermedades transmitidas por
los alimentos en España en el periodo 1994-2003, de los cua-
les la mayoría fueron causadas por bacterias. Esto conlleva gra-
ves implicaciones para la salud de los consumidores y elevados
costes tanto para la industria agroalimentaria como para los
servicios generales de salud.
Métodos de conservación de alimentos: la bioconservación. Los
métodos tradicionales de conservación de alimentos basados en
tratamientos térmicos, aunque eficaces para garantizar su segu-
ridad, tienen algunos efectos negativos sobre el producto, como
pérdida o reducción de ciertos nutrientes o alteración de sus ca-
racterísticas sensoriales. Por otro lado, la creciente demanda de
alimentos saludables, de productos poco procesados y listos pa-
ra comer (alimentos de IV gama), implica cambios en los méto-
dos de inactivación de patógenos, de tal modo que la calidad nu-
tritiva y sensorial del alimento no resulte afectada. Por esta razón,
los centros de investigación especializados y los departamentos
I+D de las industrias alimentarias están realizando un importan-
te esfuerzo orientado al desarrollo de nuevas tecnologías de con-
servación sin aplicación de calor, es decir, no térmicas, que tienen
como objetivo no sólo aportar una mayor vida útil de los produc-
tos, sino sobre todo garantizar la mayor seguridad posible. Este
objetivo se consigue mediante la eliminación efectiva de micro-
organismos alterantes y patógenos, de sus toxinas y de otras sus-
tancias (incluidos conservantes de síntesis química) que pudieran
resultar nocivas para el consumidor.
La bioconservación es uno de los tratamientos de conservación no
térmicos que se basa en el uso de la microbiota natural de los ali-
mentos y/o de sus productos antibacterianos, como ciertos me-
tabolitos de bajo peso molecular (por ejemplo, ácido láctico) y bac-
teriocinas de naturaleza proteica, inhibidores naturales de micro-
organismos patógenos y alterantes, que aumentan la vida útil e
incrementan la seguridad de los alimentos. El ejemplo más co-
nocido de este tipo de tecnología son las bacterias del ácido lác-
tico (BAL), utilizadas en la elaboración de multitud de alimentos
fermentados y que tienen la propiedad de actuar como conser-
vantes naturales. De hecho, la tecnología de la fermentación ha
Figura 1. Ciclo de vida de un
bacteriófago. 1) Un bacteriófago se
encuentra con una bacteria sensible. 2)
El bacteriófago se une a la superficie de
la bacteria. 3) El bacteriófago introduce
su material genético en el interior de la
bacteria sensible. 4) El material
genético se replica en el interior de la
bacteria generándose multitud de
copias. 5) Se sintetizan envueltas
proteicas en el interior de las cuales se
introduce el material genético del
bacteriófago para formar partículas
fágicas maduras. 6) Los nuevos
bacteriófagos destruyen la envuelta de
la bacteria y se liberan al exterior celular
para comenzar de nuevo el ciclo.
La calidad de la alimentación está relacionada
con la mejora en la seguridad alimentaria
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sido explotada durante siglos para mejorar la calidad y prolongar
la vida media de muchos alimentos.
Las BAL además de competir por los nutrientes y hábitats con
otros microorganismos, tienen un potente efecto antagonista al
generar sustancias antimicrobianas, entre las cuales se incluyen
las bacteriocinas. Las bacteriocinas son proteínas con actividad
bactericida o bacteriostática contra otras bacterias que pueden ser
alterantes o patógenas. En general son estables a las condiciones
de procesamiento de los alimentos y de ahí su importancia a ni-
vel aplicado en la industria alimentaria. En la actualidad existe una
bacteriocina en el mercado que se utiliza como conservante, la ni-
sina (E234), producida por Lactococcus lactis. El uso de la nisina
a nivel mundial ha sido autorizado en muchos países (en la Unión
Europea por la Directiva 95/2/(CE)) para una variedad de ali-
mentos, fundamentalmente quesos y también vegetales en con-
serva. En estos alimentos la nisina tiene como función inhibir la
germinación de microorganismos esporulados. Además, esta bac-
teriocina tiene un amplio espectro de actividad frente a otras bac-
terias Gram positivas, entre ellas Listeria monocytogenes.
Los bacteriófagos. Una alternativa diferente dentro de la biocon-
servación es la eliminación de microorganismos alterantes y pa-
tógenos mediante la utilización de bacteriófagos y/o de proteínas
fágicas. Los bacteriófagos son virus muy abundantes en el am-
biente, que infectan exclusivamente a las bacterias. Son por lo tan-
to inocuos para las células eucariotas. Los bacteriófagos en su ci-
clo de multiplicación (Fig. 1) provocan la muerte de la bacteria a
la que infectan, pudiendo por ello ser considerados como agen-
tes antimicrobianos.
Esta capacidad bactericida de los bacteriófagos se ha utilizado
desde hace mucho tiempo en los países del Este de Europa con
fines terapéuticos. Como alternativa al uso de antibióticos, los
bacteriófagos se han empleado en el tratamiento de enfermeda-
des en el hombre y animales causadas por bacterias patógenas,
es lo que se denomina terapia fágica (Kutter & Sulakvelidze, 2005).
Más recientemente, numerosos estudios avalan la aplicación de
los bacteriófagos como agentes de biocontrol en diferentes am-
bientes tales como alimentos, agricultura, acuicultura y trata-
miento de aguas residuales (García et al., 2008; Goodridge and
Abedon, 2003). Los buenos resultados obtenidos con la aplicación
de bacteriófagos como agentes antimicrobianos en alimentos han
propiciado la aparición en el mercado del producto “Listex P100”
comercializado por la empresa EBI Food Safety. Este producto es-
tá compuesto de una mezcla de bacteriófagos específicos frente
a L. monocytogenes y tiene como finalidad actuar como biocon-
servante evitando el desarrollo de este patógeno en carnes y al-
gunos tipos de quesos.
Las endolisinas fágicas: modo de acción. Las endolisinas fágicas
son otra alternativa dentro de las que se engloban en la metodo-
Figura 2. Esquema representativo del
modo de acción de las endolisinas
fágicas. Se indica la estructura de la
superficie de una bacteria Gram positiva
formada por una membrana
citoplasmática y una capa de
peptidoglicano o pared celular. Las
proteínas fágicas encargadas de la lisis,
holina y endolisina, se han representado
por barras rojas y círculos azules,
respectivamente.
La industria alimentaria debe garantizar la
seguridad de los alimentos que comercializa
logía denominada bioconservación. Las endolisinas son proteínas
codificadas por los bacteriófagos con la función de lisar o destruir
la bacteria huésped para permitir la liberación de la progenie vi-
ral una vez que ha terminado su ciclo de multiplicación (Fig. 1).
En la mayoría de los bacteriófagos el mecanismo por el que se
realiza la lisis está formado por dos proteínas: la holina, una pro-
teína pequeña que se inserta en la membrana de la célula for-
mando poros a través de los cuales sale al exterior celular (espa-
cio periplásmico) la segunda proteína, la endolisina, encargada de
degradar el peptidoglicano que forma parte de la pared de la bac-
teria (Fig. 2). La desestabilización de las envueltas bacterianas
que rodean la célula produce un desequilibrio osmótico entre el
interior y el exterior de la misma, lo que provoca la lisis y la muer-
te bacteriana.
Aplicaciones de las endolisinas fágicas. Las endolisinas de los
bacteriófagos que infectan bacterias Gram positivas son capaces
de lisar dichas bacterias cuando se añaden exógenamente, lo que
les proporciona un extraordinario potencial como agentes anti-
microbianos (Fischetti, 2005). Por esta razón, y debido al reciente
incremento en el número de bacterias patógenas resistentes a los
antibióticos, se han propuesto para ellas aplicaciones muy diver-
sas siempre relacionadas con la eliminación específica o la de-
tección de microorganismos patógenos para el hombre o los ani-
males. De hecho, el valor terapéutico de estas proteínas como una
alternativa a los antibióticos convencionales ha sido demostrado
ya in vivo con el tratamiento eficaz de infecciones bacterianas en
modelos de ratón (Borysowski et al., 2006). Para este tipo de apli-
cación de las endolisinas se ha acuñado el término de enzibióticos.
Otras aplicaciones de estas proteínas están relacionadas con la eli-
minación de patógenos en mucosas como la del tracto respiratorio
superior, la cavidad oral o la mucosa del tracto genital, en donde
pueden ser utilizadas como una medida profiláctica frente a la apa-
rición de infecciones. En el campo de la alimentación se han ensa-
yado como desinfectantes para la eliminación de biofilms o biope-
lículas producidos por determinadas bacterias para su posible apli-
cación en superficies alimentarias (Sass and Bierbaum, 2007).
La extraordinaria especificidad que presenta la unión de estas pro-
teínas por las bacterias diana hace que se hayan propuesto tam-
bién como parte de sistemas de detección de patógenos tan im-
portantes como Bacillus anthracis (Schuch et al., 2002) y L. mo-
nocytogenes (Kretzer et al., 2007).
Ventajas de las endolisinas fágicas frente a otros agentes anti-
microbianos. Las endolisinas poseen varias características rele-
vantes que pueden ser explotadas en el control de microorganis-
mos patógenos en los alimentos:
a) Su alta especificidad. Esta propiedad les proporciona una evi-
dente ventaja sobre otros agentes antimicrobianos, dado que per-
miten inhibir y/o eliminar determinadas especies bacterianas sin
afectar a otros constituyentes de la microbiota natural del ali-
mento cuya presencia puede ser deseable. Esta ventaja es esen-
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Figura 3. Imagen al microscopio electrónico de dos bacteriófagos ΦH5 (A) y ΦA72 (B) que infectan
a la bacteria patógena S. aureus.
Figura 4. Evolución en la densidad óptica o turbidez de suspensiones de S. aureus durante 600 seg
en presencia (x) y en ausencia (♦) de la proteína endolisina. El rápido descenso de la turbidez in-
dica la velocidad a la que las células se rompen en presencia de la endolisina.
La fermentación se ha utilizado durante siglos para
mejorar la calidad y duración de los alimentos
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cial en el caso de alimentos fermentados en los que el conservante
no ha de interferir con el adecuado desarrollo de los microorga-
nismos que forman parte del cultivo iniciador.
b) Su eficacia como antibacterianos, independiente del patrón de
susceptibilidad a antibióticos/desinfectantes que presente la bac-
teria diana, ya que son activos tanto frente a bacterias resistentes
como a bacterias sensibles a los antibióticos y desinfectantes.
c) Su modo de acción les permite hidrolizar enlaces en la pared
celular de la bacteria que son únicos y altamente conservados, lo
que determina que la probabilidad de que las bacterias desarro-
llen resistencia frente a estas proteínas sea muy baja tal como se
ha demostrado.
A pesar de todas estas ventajas, antes de su aplicación en los ali-
mentos será necesario evaluar para cada endolisina algunos
aspectos importantes. Entre ellos, la estabilidad y la eficacia de
las endolisinas en cada tipo de alimento y en las condiciones de
procesamiento del mismo. Por otro lado, la adición de un nue-
vo compuesto o aditivo a un alimento requiere estudios previos
que confirmen la falta de toxicidad de dicho aditivo. En el caso
de las endolisinas al tratarse de proteínas son totalmente de-
gradadas durante el proceso de digestión y por tanto no se es-
pera que puedan ocasionar ningún tipo de problema para el
consumidor.
El ejemplo de Staphylococcus aureus
S. aureus es una bacteria patógena oportunista de gran relevancia
para el sector alimentario, pues es uno de los principales agentes
etiológicos de intoxicaciones debido a la biosíntesis de enterotoxi-
nas en los alimentos. Su capacidad para causar infecciones e in-
toxicaciones se debe a: (1) un número muy elevado de genes que
codifican factores de virulencia; (2) su multirresistencia a antibió-
ticos, fundamentalmente a meticilina y todos los beta-lactámicos
(MRSA); y (3) su capacidad para formar biopelículas in vivo sobre
superficies de la industria alimentaria lo que supone una de las
principales fuentes de contaminación de alimentos con S. aureus.
Además, este microorganismo es uno de los principales agentes
causantes de mastitis en el ganado vacuno, lo cual constituye un
grave problema de sanidad animal y un riesgo para la seguridad
de los productos lácteos, dado que numerosas cepas de esta es-
pecie bacteriana son capaces de producir enterotoxinas termoes-
tables. El hecho de que estas toxinas continúen activas tras trata-
mientos como la pasterización contribuye a que los productos lác-
teos hayan sido identificados como uno de los focos de proce-
dencia de las intoxicaciones alimentarias. Por otra parte, esta bac-
teria puede provocar contaminaciones postpasterización de la le-
che, debidas a menudo a fallos en la correcta aplicación de las
buenas prácticas de fabricación.
El trabajo reciente realizado en nuestro grupo de investigación en
el Instituto de Productos Lácteos de Asturias (IPLA-CSIC) se ha cen-
trado en la búsqueda de nuevas sustancias naturales con capaci-
dad antimicrobiana que pudieran ser utilizadas como bioconser-
vantes en alimentos y, en concreto, en los productos lácteos. De-
bido a la importancia de las contaminaciones por S. aureus en es-
te tipo de productos hemos elegido esta bacteria como modelo de
la investigación. Como agentes antimicrobianos frente a ella nos
hemos centrado en los bacteriófagos y en las proteínas antimi-
crobianas que estos producen, las endolisinas. En este momento
disponemos de una colección de bacteriófagos específicos frente
a distintas cepas de S. aureus aisladas en el ambiente lácteo. Al-
gunos de ellos se han ensayado con éxito como agentes de bio-
control frente al desarrollo de este patógeno en procesos de ela-
boración de cuajada (García et al., 2007) y de queso (Bueno et
al.,resultados no publicados).
Figura 5. Evolución en el número de bacterias viables de S. aureus en leche en presencia (barras
rojas) y en ausencia (barras azules) de la proteína endolisina.
Las endolisinas al tratarse de proteínas son
totalmente degradadas durante la digestión
También hemos comprobado que existe un efecto sinérgico en la
combinación de bacteriófagos con la bacteriocina nisina frente a
S. aureus cuando se utilizan simultáneamente en leche como
agentes antimicrobianos frente al patógeno. Sin embargo, la apa-
rición de células adaptadas a nisina afecta negativamente a la
efectividad antibacteriana de los bacteriófagos, debido a que és-
tos muestran una absorción reducida a dichas células (Martínez
et al., 2008).
Por otro lado, hemos obtenido la secuencia completa del geno-
ma de dos bacteriófagos ΦH5 y ΦA72, cuya imagen al microsco-
pio electrónico se muestra en la Figura 3. Basándonos en la se-
cuencia de ADN, hemos localizado los genes que codifican para
la actividad endolisina del bacteriófago ΦH5 y hemos caracteri-
zado su endolisina LysH5. La clonación y purificación de la pro-
teína nos ha permitido poner de manifiesto su especificidad fren-
te a cepas del género Staphylococcus y observar su actividad co-
mo agente antimicrobiano frente a células de S. aureus. Como se
observa en la gráfica (Fig. 4) la adición de la proteína a una sus-
pensión de bacterias (aproximadamente 109 células/ml) es capaz
de provocar la eliminación de la mayor parte de la población en
pocos segundos.
El objetivo final del trabajo ha sido evaluar la capacidad de esta
proteína para actuar como bioconservante en leche que elimine
o impida el crecimiento de la bacteria patógena. Para comprobar
la eficacia de la endolisina, se realizaron ensayos en los que se
contaminó deliberadamente la leche con S. aureus, a la que pos-
teriormente se añadió la endolisina en diferentes concentraciones.
Como se observa en la Fig. 5, la bacteria patógena no se detecta-
ba después de 4 horas de incubación en aquellas muestras en las
que se había añadido la proteína (Obeso et al., 2008). Estos datos
claramente demuestran que la endolisina es un eficaz agente an-
timicrobiano que podría ser utilizado como bioconservante para
la leche y/o productos lácteos.
Conclusiones. La necesidad actual de buscar alternativas a los sis-
temas clásicos de conservación de alimentos, que satisfagan la
creciente demanda de un gran número de consumidores que de-
sean ingerir alimentos elaborados en condiciones que garanticen
una calidad sanitaria óptima con el mínimo procesamiento, es la
responsable del creciente interés de la comunidad científica en la
investigación de proteínas que puedan utilizarse como biocon-
servantes naturales de los alimentos. Entre estas proteínas, las en-
dolisinas derivadas de bacteriófagos, han demostrado un gran po-
tencial por su alta especificidad, su gran actividad frente a bacte-
rias patógenas y su inocuidad para el ser humano. Los resultados
obtenidos con una endolisina activa frente a S. aureus avalan su
posible aplicación como bioconservante en leche.
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Principales líneas de investigación:
Nuestro grupo está implicado desde hace años en proyectos de in-
vestigación relacionados con el estudio de mecanismos de biocon-
trol frente microorganismos patógenos y alterantes que permitan au-
mentar la vida útil de productos lácteos. Una buena parte del trabajo
realizado se ha centrado en la actividad antimicrobiana de bacte-
riocinas producidas por bacterias lácticas, las cuales pueden ser uti-
lizadas como conservantes de grado alimentario. Disponemos de nu-
merosas cepas productoras de bacteriocinas que hemos aislado de
productos lácteos tradicionales asturianos lo que permitiría su utili-
zación tanto para la producción a gran escala como su uso como cul-
tivos protectores en la elaboración de quesos. Finalmente, cabe des-
tacar que hemos aislado e identificado la bacteriocina Lactococina
972, cuyo modo de acción es único lo que la convierten en un mo-
delo excepcional para el diseño de nuevos antimicrobianos.
Recientemente, hemos iniciado el estudio de los bacteriófagos y sus
endolisinas como agentes de biocontrol, con objeto de explotar su
capacidad para inducir la lisis bacteriana frente a microorganismos
patógenos y alterantes de alimentos. Como punto de partida hemos
seleccionado la especie Staphylococcus aureus como modelo de
bacteria patógena susceptible de ser inhibida mediante bacteriófa-
gos y endolisinas.
